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© Nouveaux derives acyles hydrosolubles de peptides, 
d'amino-acfdes, ou de derives de peptides ou d'amlno- 
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leur application, notamment a I'obtention de derives hydro- 
solubles d'acldes amines ou de peptides a groupement C- 
terminal modlfie ou non. 
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Nouveaux deprives acyles hydr solubles de peptides ou d'amino-acides , leur 
preparation et leur application . 

La presente inventi n a p ur objet de nouveaux derives acyles 
hydros lubles de peptides u d'amino-acides, leur preparation et leur 
application. 

tin sait que le dosage colorimetrique ou f luorimetrique des 
5 proteases (ou peptidases) utilise divers derives d'acides amines ou de 

peptides dont l'extremite N-terminale est substitute par un groupement 
acetyle, benzoyle» Jt-butyloxycarbonyle , benzyloxycarbonyle, glutaryle, 
succinyle, tosyle, etc., et dont l'extremite' C-terminale est amidee par 
un groupement nitroanilide , A-methoxy-2-naphtylamine, amino-7-methyl-4- 

10 coumarine, alpha-naphtylamine, beta-naphtylaraine, 3-amino-9-ethyl- 

carbazole, indoly lataine , 3-amino-5-bromoindole, etc., ou estSrifiSe par 
un groupement alpha- ou beta-naphtol, naphtol AS-D (2-methoxyanilide de 
I'acide 3-hydroxy-2-naphtoIque,) etc. Ces memes derives peuvent etre 
utilises pour visualiser les proteases et les peptidases in situ par les 

j5 methodes de I'histochimie enzymatique (Lojda, Z., Gossrau, R. et 

Schiebler, T.H. (1979) Springer-Verlag , Berlin, pp 339). Generalement, 
ces derives sont peu solubles dans l'eau et il est necessaire de les 
dissoudre au pr Salable dans un solvant organique et en suite de diluer ces 
.solutions dans un tampon. La fatble solubilitS des substrats entralne une 

20 faible sensibility des methodes de dosage des proteases et des peptidases 
et limite les- possibility de visualisation par des methodes 
hi s t o chimique s . 

On sait egalement que certains derives d 9 amino-acides ou de 
peptides peuvent jouer le role d 9 inhibiteur d 9 enzymes et Stre utilises 

25 notamment comme medicaments, par exemple comme substrats- suicides pour 

lesdites enzymes. Xci encore, la preparation, la mise sous forme 
galenique appropriee et 1* utilisation in vitro ou in vivo de ces derivSs 
sont rendues difficiles en raison de leur faible solubilite dans l f eau. 

On sait enfin que l'on peut obtenir des prodrogues, permettant de 

30 conferer notamment un effet retard ou de faciliter le transport de drogue in 
vivo en liant la drogue (substance active) a un peptide, mais leur faible 
solubilite dans l f eau constitue souvent un band! cap pour la preparation et 
l'efficacite de ces prodrogues. 

De telles prodrogues sont interessantes en particulier lorsque 

35 le peptide constitue un bon substrat pour une protease specif ique 

se ere tee par la cible de la drogue active, (par exemple par une cellule 
tumor ale ou par un micro-organisme pathogene) , car dans ce cas la drogue 
active n'est liberee que dans l'environnement de la cible, ce qui a pour effet 
de favoriser l'efficacite de la drogue. 

40 La presente invention a pour objet de nouveaux derives acyles 
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hydrosolubles de peptides, d* amino-acides, ou de peptides ou d'amin -acides a 
groupement C-tenninal modifie, caracterises par le fait que leur grouperaent 
N-terminal est acyle par uti groupement p lyhydroxyalcan yle. 

Ledit groupement polyhydroxyalcanoyle possede generalement 3 a 10 
atomes de carbone et au moins 2 groupements hydrpxyles. 

L v invention s'etend notamment aux dits derives acyles de peptides ou 

d* amino-acides dont le groupement C- terminal porte un substituant -X tel que 

defiui ci-apr&s. 

De preference, ledit groupement polyhydroxyalcanoyle (egalement 

designs par l'abreviation PHA) repond a la formule R. - (CHOH) - CO dans 

1 m 

laquelle R^ represente H - ou CHj - et m est ua nombre entier pouvant varier 
de 2 a 7. 

L* invention a en particulier pour objet les uouveaux derives de 
formule gSnSrale I: 

R 1 - (CE0H) m -C0- (NH-pH-CO) ^-X (1) 

R " 
dans laquelle R^ et m sont dSfinis comme prScSdemment, R est une chaine 
latcrale d* amino-acides, n est un nombre entier pouvant varier de 1 a 10 
et X est un groupement actif tel que par exemple un substituant capable 
de conferer aux derives de formule I une coloration, une fluorescence ou 
une activity pharmacologlque, etant entendu que lorsque n est superieur a 
1, les substituants R peuvent etre diffSrents dans un meme compost de formule 
I. 

Parmi les composes de l v invention on citera par exemple ceux 
pour lesquels Rj-CCHOH^-CO- represente un reste dihydroxypropionyle, 
Srythronoyle, thrgonoyle, ribonoyle, arabinoyle, xylonoyle, lyxonoyle, 
gluconoyle, galactonoyle, mamiouoyle, glycoheptonoyle, glycooctonoyle, 
etc.*.; R represente la chaine latSrale d* amino-acides D ou L, en particulier 
d 1 amino-acides de la serie L, choisis parmi les amino-acides suivants: serine, 
threonine, asparagine, proline, glutamine, glycine, alanine, valine, cysteine 
ou un de ses derives S-substituSs, methionine, leucine, isoleucine, 
ph&nylalanine, p-nltrophenylalanine, tyrosine ou un de ses derives 
O-substitues, lysine, ornithine, arginine, tryptophane, acide aspartique, 
aclde glutamique, gamma-ester d'alkyle ou d'aryle de l'acide aspartique, 
delta-ester d'alkyle ou d'aryle de' l 1 acide glutamique, etc... 

Dans la formule I, X represente notamment un groupement X 1 - -HH-R^ 
derivant d'une amine R 2 -HH 2 qui peut etre par exemple une amine aroma tique 
telle que la p-nitroaniline, 1'alpha-naphtylamine, la beta-naphtylamine, la 
4-methoxy-beta-naphty lamine , l f amino-7-methy 1-4-coumarine , 

1 1 amlno-7-t r if luorome thy 1-4-couma r ine » 
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l f amino-7-nitr -4-oxa-2-benzodiazole-l ,3, I'amin -3-ethyl-9-carbaz le, ou X 
represente un groupement X 2 - -NH-R^ derivant d'une drogue aminee R^-NHj qui 
peut etre par exetnple la daunorubicine, la puromycine, l'adriamycine, la 
primaquine,; la chloroquine etc.. ou bien X represente un autre groupement 
actif X 3 , capable de conferer par exemple une actiyite pharmacologique au 
peptide de formule I, X 3 etant en particulier un groupement conservant ou 
ameliorant I'activite inhibitrice d' enzyme, comme un groupement 
-H, -OH, - CH 2 C1, -O-alkyle, -O-Ar (Ar etant un groupement aryle, tel que 
phenyle, eventuellement substitue, par exemple un groupement nitrophenyle) , 



} - N | , -O-Alk-Hg-Cl, 

ou - NH - Alk - Hg - CI (Alk etant un groupement alkylene) . 

Parmi les derives de formule I, et sans que cette liste soit 
limitative, ceux qui comportent les sequences enumerees ci-dessous sont 
utilisables comme substrats, y corapris comme substrats-suicides; pour les 
enzymes suivantes (etant entendu que les sequences iudiquees sont les 
sequences minimales et qu f il est possible d'inserer 13 3 autres acides amines 
entre le groupement PHA et le peptide indique) ; 
La chymotrypsine : 

PHA-L-Phe-X 

PHA-L-Tyr-X 

PHA-L-Ala-L-Ala-L-Phe-X 
PHA-Gly-Gly-L-Pro-L^Phe-X 

La trypsine t 

PHA-L-Arg-X 
PHA-L-Lys-X 

PHA-L-Phe-L-Val-L-Arg-X 
PHA-L-P r o-T^Phe-L-Ar g-X 
PHA-L-Phe-L-Ser-L-Arg-X 
PHA-L-Val--L-Leu^Gly-L--Arg-X 

La thrombine ou la plasmine : 

PHA-L-Pbe-L-Val-L-Arg-X 
PHA-Gly-L-P r o-L-Ar g-X 

La plasmine : 

PHA-L-Ala-L-Ala-L-Lys-X 
PHA-L-Va l-L-Leu-L-Lys-X 
PHA-L-Ile-L-Phe-L-Lys-X 
PHA-L-Ph e -I.- A la -L-Ly s-X 
PHA-I.-Phe-L-Val-L-Arg-X 
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L'elastase : 

PHA-L-Ala— Ala-L-Ala-X 

PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pr Q-L-Va 1-X 

CHA-L-Ala-L-Ma-L-Pro-L-Ala-X 

PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Phe-X . , 

PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L--Me t-X 
La cathepsine B : 

PHA-L-Phe-L-Val-t.-Arg--X 
La cathepsine D : 

PHA-L-Arg^lyHL-Phg-L-Pro-X 
PHA-L-Arg-L-PhS-L-Pro-X 
PHA-L-Ala-L-Arg-L-Arg-X 
La cathepsine G : 

PHA-L-Ala^Ala-L-Pro-J^gt-X 
PHA-J^Phg-L-I^-L-PhS-X 
La papalne: 

PHA-L-Arg-X 
La ficine ou les peptidases neutres: 

PHA-Gly-Gly-L-Leu-X 
La collagdnase: 

PHA^ly-L-Pro-L-Ala-GlyHL-Pro-X 

PHA-L-Pro-L-Ala^ly-L-Pro-X 
L'urokinase ou I'activateur du plasminogSne: 

PHA-Gly-Gly-L— Arg-X 

PHA-L-P ro-L-Ph§-L-Arg-X 

PHA-L-PhS-Gly-Gly-L-Arg-X 
La kallikreine ou I'activateur du plasminogSne: 

PBA-L-Pro-J^Phe-L-Arg-X 

Le f acteur X : 
a 

PHA-L-Ile^ly^ly-L-Arg-X 
La protSase de Limulus polyphemus activSe par un lipopolysaccharide: 
PHA-^Val-L~I^u-Gly-L«-Arg-X 

Dans les listes de derives peptidiques donnees ci-dessus, 
chaque aclde amine est represents par son symbole usuel. 

D'uue facon gen£rale, dans les foroules de la presente demande, on a 
suppose par convention que chaque acide amine a son groupeaent H-terminal 
a gauche et son groupement C-terminal a droite. 

Dans les listes de substrats donnees ci-dessus, X peut prendre 
notamment toutes les valeurs designees plus haut par X 2 ou X 3 (les produits 
sonc alors utilisables comae medicaments) ou par Xj (les produits sont 
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alors utilisables notamment pour ef fectuer des dosages) . 

Parmi les derives de forraule X et sans que cette liste soit 
limitative, ceux qui sont enumcres ci-dessous sont utilisables conune 
prodrogues anti-tumorales. lis presentent l'avantage de ne liberer la drogue 
qu'au voisinage des cellules turaorales, sous l f action des proteases secretees 
par celles-ci. 

PHA-L-Ala -L-Al a-L-P r o-L- Ala-D aun o rub i c in e 

PHA-^-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Ala-L-Leu-Daunorubicine 

PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Ala-Adriamycine 

PHA-L-Ala-L-Ala-^-Pro-L-Ala-L'-Leu-Adriamycine 

PHA-^-Ala-L-Ala-JL~Pro-L-Val--Daunorubicine 

PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro~L-Val-L-Leu-Daunorubicine 

PHA-L-Ala-L-Ala~L-Pro-L-Val--Adriamycine 

PHA-L-Ala-^-Ala~L-Pro~L-Val-L-Leu--Adriaraycine' 

PHA-L-Phe-L-Val-l.-Arg-Daunorub icine 

PHA~L-Pbe-L-Val-L-Arg-L-Leu-Daunorubicine 

PHA-L-Phe-L-Val-L-Arg~Adriainycine 

PHA-L-Phe-L-Val~L-Arg-L-Leu-Adriamycine 

PHA-L-PhS-L-Ala-X-Ly s-Dauuorub icine 

PHA-L-Phe-L-Ala-L-Lys-L^Leu-Daunorubicine 

PHA-L-PhS-L-Ala-T r Lys-Adriamycine 

PHA-T 1 -Phe-L-Ala~L-Lys-I i -Leu-Adriamycine 

PHA-Gly-Gly-L-Arg-Daunorub±cine 

PHA-Gly-Gly-L-Arg-L«-Leu-Daunorubicine 

PHA~Gly-Gly-L-Arg-Adriamy cine 

PHA-Gly-Gly-L-Arg-I^-Leu-Adriamycine 

PHA-L-Pr o-L-Phe-I^-Ar g -D auno rub ic in e 

PHA-L-P r o-L^-Phe-l^-Ar g-L-Leu-D aun o rub icine 

PHA-L-Pro-L-Phe-L-Arg-Adriamycine 

PHA-^-Pro-L-Phe-L-Arg-L-Leu-Ad r i amy c in e 

Parmi les derives de formule I utilisables comme prodrogues 
antiparasitaires, on citera a titre d*exemples non limitatifs les 
composes suivants : 

PHA-^-Val-JL-Leu-Gly-JL-Arg-Primaquine 

PHA-L-Val-L-Leu-Gly-L-Arg-Chloroquine 

II a ete trouve, conformement a la presente invention, que les 
nouveaux derives de formule I portant un groupement polyhydroxyalcanoyle 
en position N-terminale sont solubles a tres haute concentration dans ' 
I'eau ou dans un tampon. Tl n'ese done plus necessaire de dissoudre 
prealab lenient ces derives (substrats des proteases ou peptidases) dans un 
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solvanc organique. Crace a ces derives, la sensibllitS des methodes de 
detection des proteases et peptidases est considSrablement augmentee et 
il est en outre possible de determiner facilement le meilleur substrat 
peptidique 1 poor one protease donnSe, comme cela est illustrS par 
l'exemple d'application B ci-apres. En effet,' pour que la Vitesse 
d'hydrolyse soit SlevSe. il faut que la concentration de substrat libre soit 
la plus elevee possible, par exemple nettement supSrieure a la constante de 
Michaelis. Avec les proteases et peptidases, cette constante est de l'ordre de 
grandeur de ImM. Lorsque le substrat est peu soluble, il se trouve sous forme 
d'une dispersion d'agrSgats dans le tampon et la concentration efficace 
(substrat non agregS) est tres inferieure 2 la valeur de la constante de 
Micbaelis. En outre, les derives selon la presente invention, qui sont tres 
hydrosolubles, ne portent pas de charges dues au .substituant solubilisant. 
contrairement aux dSrivSs dont le groupement N-terminal est substituS par des 
restes succinyle ou glutaryle. Enfin la preparation des derives de 1'inventiou 
est particulierement simple: le peptide ou l'amino-acide est substituS par 
reaction avec la lactone ou un ester actif du PHA sur son groupement 
alpha-aminS, puis le groupement alpha-carboxylique du peptide ou de 
l'amino-acide est substituS par un groupement actif convenable. 

L* invention a egalement pour* objet un procSdS de prSparaticn 
des nouveaux dSrivSs acylSs hydrosolubles dScrits ci-dessus. Ce procSdS 
est principalement caractSrisS par le fait que 1'on soumet un acide aminS 
ou un peptide, on un de leura dSrivSs a groupement C-terminal modifiS, 3 
une rSaction d'acylation du groupement H-terminal par un agent 
d'acylation dSrivS d'un acide polyhydroxyalcanolque. 

L' invention a en particuller pour objet un procSdS de 
preparation des nouveaux dSrivSs de formule 1. Ce procSdS est caractSrisS 
par le fait que l«on utilise come produit de dSpart un dSrivg 
d'amino-acide ou un peptide de formule: 

H - (NH-CH-CO ) - X II 

dans laquelle: 

n, R et X sont definis come precedemment, que l'oo fait reagir le 
compose de formule II avec un derive actif d'un acide polyhydroxyalcanolque de 
formule : 

R 1 -(CH0H) n -CO0H in 
dans laquelle: 

R^ et ra sont definis comme precedemment, 
pour obtenir un compose de formule: 
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- (CHOH) m -C0-(NH-CH-C0) n -X IV 
R 

que V n transf rme, si desire, en tout autre derive de formule I selon 
les methodes connues. 



D'une facon generale, les dlverses transformations d'un compose 
de formule 1 en un autre compose de formule I (avec un substituant X 
different) sont effectuees selon les methodes classiques dScrites dans 
les ouvrages specialises tels que par exemple "Methods in Enzymology" - 
Proteolytic Enzymes, en particulier Volumes 19, 45 et 80. 

Les peptides de depart peuvent Stre soit achetSs dans le 
commerce, soit synthetisls selon les methodes classiques de la synthSse 
peptidique ; (voir par exemple Cross, E. and Meienhoffer J. (1979) The 
peptides : Analysis, synthesis, biology. Academic Press, New York, Volumes I, 
?X» HI et suivants). 

Dans des modes d' execution particuliers, le procede de 
l'invention peut encore presenter les caractSristiques suivantes prises 
isolement ou en combinaison: 

- le derive actif d' acide polyhydroxyalcanolque est un derive 
capable d'acyler le groupement N-terminal du compose II, Ce dfirivS actif 
est par exemple la lactone correspondant au dit acide ou un ester actif 
dudit acide tel que par exemple 1' ester de K-hydroxysuccinimide. 

- pour transformer le compose de formule IV (avec X - OH) en derivfi 
de formule I dans laquelle X represente -NH- ^ ou -NH- R 3 , on fait r€agir 
l'amine R^-NI^ ou R3-NH 2 en prSsence d'un agent de couplage tel que par 

25 exemple le benzotriazol-l-yl-oxy-tris (dimethylamino) phosphonium 

hexafluorophosphate (ou BOP). 

V invention a Sgalement pour objet l'utilisation comme derives 
hydrosolubles, de composes choisis parmi les acides aminfis, les peptides, les 
acides amines 3 groupement C-terminal inodififi et les peptides a groupement 
C-terminal modifig, de derives (N-terminal) -acyles de ces composes, cette 
utilisation Stant caracterisSe par le fait que le groupement N-terminal 
desdits composes est acylS par un groupement polyhydroxyalcanolque. 

L'invention a notamment pour objet l'utilisation comme 
medicaments hydrosolubles des derives acyles tels que dSfinis ci-dessus 
possSdant une activite pharmacologics, en particulier des derives de formule 
I pour lesquels X - UH-I^, Itj reprSsentant le reste d'une drogue aminSe ou 
bien X represente un groupement X 3 choisi parmi -H, -OH, -CH 2 C1, -O- alkyle, 
-O-Ar (Ar etant un groupement aryle, tel que phSnyle, eventuellement 
substitue, par exemple un groupement nitrophlnyle) , 
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— CH | , N , -O-Alk-Hg-Cl, 

ou -NH-Alk-Hg-Cl (Alk etant un groupement alkylene). 

Bien eutendu, I'iuvention s'etend, aux compositions 
pharmaceutiqucs contenant au noins un compose de formule I comae ingredient 
act if , eventuellement en association avec un excipient appropriS. 

Lorsque les derives de formule I sont des prodrogues ils sont 
utilises £ des doses correspondent aux doses usuelles de la drogue active 
avec les memes indications th€rapeutiques que ladite drogue active* 

GenSraleaent, la toxicitS des prodrogues est inferieure a celle 
des drogues correspondantes. 

Lorsque les medicaments de l v invention sont des inhibit eurs d* enzyme 
lis sont utilises, notamment comae agents de traitement preventif de la 
formation de metastases et de la proliferation des tumeurs. Les doses 
efflcaces varient genSraleraent de 0,1 & 10 Kg/Kg. 

Les medicaments de V invention sont administr€s par toute vole 
convenable. II faut noter toutefois que la vole orale ne convient ' 
generalement pas. 

Ils peuvent etre prSsentes notamment sous forme de solutions 
injectables, de poudres lyophllisees a diluer dans le serum physiologique, de 
solutions ou d' emulsions £ appliquer sur la peau ou les muqueuses, de 
solutions en conditionnement pressurise pour aerosols, etc... 

Les exemples sulvants illustrent V invention sans la limiter. 
EXEMPLE 1 : Substrat de 1* diastase 

Le peptide L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Ala (1 mmole) syuthStise par les 
mSthodes classiques de la synthase peptidique est dissous dans le 
dlmethylsulfoxyde (5ml) en presence de N-trimethylbenzylamine (sous forme 
de methoxyde de H-t rime" thy lbenzylammonium) (2mmoles) . A cette solution, 
on ajoute la glucono -delta-lac tone (2mmoles). La solution est agitee £ 
50 ft C pendant 15 heures. 

Le PHA-peptide est purifie par chromatographic sur une colonne 
de silice (3x30cm) dans le systeme-solvant (CHC^/CH^OH/^O/CILjCO^H, 
8:6:1:1 en volume). La solution contenant le PHA-peptide est evaporee a 
siccitS. Le residu (huile) est fepris dans le N-dimethylf ormamlde (3ml) & 

A une solution du PHA-peptide (Imrnole) dans le 
N-dimethylformamide sec et depourvu d f amine (2ml), on ajoute I'hydroxy-I- 
benzotriazole (lmrnole), le dicyclohexylcarbcdlimide (lnmole) et l'A.E.C 
(amino-3-ethyl-9-carbazole) (lmrnole). La solution est agitee a A°C pendant 2h 
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puis a 25°C pendant 18h. La solution est ensuite refroidie a 4°C pendant lh 
pour favoriser la prScipitation de la dicyclohexyluree qui est eliminee 
ensuite par filtration. Le N-dimethylf ormamide est evaporg sous pression 
reduite a ; 50°C. Le PHA-L-A3a-L-Ala-L-Pro^L-Ala-AEC est purifie par 
chromatographie sur une colonne de gel de silice (3x30cm) equilibre dans le 
systeme solvant CHC^/C^OH/O^CC^H, 80:30:5 par volume. Le 
PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Ala-AEC est detecte par son absorbance a 340nm. Sa 
purete est verifiee par chromatographie en couche mince. Les fractions 
contenant le compose* sont concentrees a siccite. Le residu est repris dans 2ml 
d'eau et la solution est lyophilisee (Rendement: 80 p 100). 

Le PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Ala-AEC est caracterise en outre par 
spectrometrie infrarouge ; bandes caracteristiques en cm" 1 : 
hydroxy le«3320; amide 1:1640; amide 11:1535; groupements 

aromatiques:1490; par spectropho tome trie ultraviolette:" maximum d f absorption a 
340nm, minimum a 315nm; par spec trofluorime trie: longueur d'onde maximale 
d'excitation:342nm, longueur d'onde maximale d f emission ~: 390nm. 

La solubilitS du PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Ala-AEC est superieure 
a 80mg/ml dans I'eau distillee ou un tampon de pH compris entre 3 et 9. 
EXEMPLE 2 : Substrat de l'elastase 

Le peptide L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Val-OBzl est synthetise par les 
mSthodes classiques de la synthese peptidique. Le symbole Bzl est le symbole 
classique designant le derive" ester benzylique. Le groupement ester benzylique 
a ete choisi pour proteger l T extr§mite* C-terminale du peptide pendant la 
synthase peptidique, et pour pernettre une detection simple des peptides et de 
leurs derives au cours des Stapes de purification par chromatographie. 

Le peptide L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Val-OBzl , HC1 (2mraoles) est 
dissous dans le dime thy lsulfoxyde (3ml). A cette solution, on ajoute la 
triethylamine (6mmoles) et la glucono-delta-lactone (6mmoles) . La solution est 
agitSe a 50°C pendant 15tw 

Le PHA-peptide-OBzl est purifiS sur une colonne (3x30cm) de silice 
SquilibrSe avec ie systeme solvant CHC1 3 /CH 3 0H/CH 3 C0 2 H: 50:20:1 en volume. Les 
fractions contenant le PHA-peptide sont rassemblees, le solvant est evapore 
sous pression reduite. 

Le residu (huile) est repris dans le methanol (6ml) contenant 
10% d'eau et hydrogenolyse pendant 4h en presence de 200mg de charbon 
palladie (10% de Pd) . Le melange rSactionnel est filtre et evapore a 
siccite. 

Le PHA-peptide-OH (lmmolc) est dissous dans le N-ditne thy If ormamide 
(2ml). A cetcc solution, on ajoute 1' hydroxy-l-benzotriazole (Inunole), le 
dicyclohexylcarbodiimide (Immole) et 1 ' araino-3~ethyl-9-carbazole (lmmole) . La 
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solution esc agitee pendant 2h a 4'C puis 18h 3 25'C sous- atmosphere inerte 
Ensuite, la solution est refroidi pour favorlser la precipitation c ^ de 
la uicyclohexyluree qui est eliaiue par filtration. Le N-dimethylformaaide 
est evaporg sous vide et le PHA-peptide-AEC est purifig par chroaatographie 

Z^Z^T " * ^ «~ * systgae-solvaut 

CHC1 3 /CH 3 0H/CH 3 C0 2 H, 80:30:5 par volume (Rendement : 80 p 100). 

Le PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Val-AEC presente les 
caracteristiques correspondant an groupeaent PHA, aux liaisons 
peptidiques et au groupeaent AEC, comae indique a l'exeaple 1. 
EXEMPLE 3 : Substrat de la chyaotrypsine. 

Le chlorhydrate de l'ester aethyli q „ e de la L-phenylalanine. 
L-Pne-OC^.HCl (2aaoles) est dissous dans le diagthylsulfoxyde (31). A cette 
solution, on ajoute la glucono-delta-lactone (6aaoles) et la N-trigtbylaaine 
(6aaoles). La solution est agitee a 50«C pendant 15h. Le PHA-L-Pfag-OCH, est 
purifig par chroaatographie snr une colotme (3x30c») de gel de sil2e 
Squilibre dans le systeae-solvant (CHC1 /CH-OH/H-O/CT.CO.H. 8:6:1:1 par 
voluae. Le PHA-L-Phe-OC^ est ensuite saponifie dans' une solution de 
methanol/eau (1:1, v /v) aaenee a pH 10.5 par addition de sonde 2* pendant 
12h. Le PHA-L-Phg-OH est purifie sur une colonne (3x30ca) de gel de silice 
equilibre dans le systeae-solvant CHC1 /CH 0H/CH-C0,H/H,0. 6:6:1:1. Le 
PHA-L-Phe-OH (laaole) est substitue par 1'AEC dans^es conditions decrites a 
l'exeaple 1. 

Le PHA-L-PhS-AEC presente les caractSristiques correspondant an 
groupeaent PHA, aux noyaux aroaatiques de 1'AEC et de PhS, ainsi qu'aux 
liaisons amides, comae indiqug S. l'exeaple 1. 
EXEHPLE A : Substrat de la collageoase 

De aaniere analogue a celle dgcrite 3 .l'exeaple 1. le peptide 
L-Pro-L-Ala-Gly-L-Pro-OBzL.HCl (synthgrisg par les aethodes classiques de 
la synthese peptidique) est converti en derivg 
PHA-L-Pro-L-Ala-Gly-L-Pro-AEC. Sendeaent : 60 p 100. 

Le PHA-Wro-L-Ala-Gly-L-Pro-AEC presente les caracteristiques 
correspondant au groupe PHA, aux liaisons peptidiques et au groupe AEC, 
conaoe Indique a l'exemple 1. 
EXEMPLE 5: Autre substrat de la collagenase 

De maniere analogue, le derive 
Gly-L-Pro-L-Ala-Gly-L-P.o-OBzl.HCl (synthetisg par les agthodes dassiques de 
la synthese peptidique) est converti en derive 
PHA-Gly-L-Pro-L-Ala-CJy-L-Pro-AEC. Rendement 60 Z. 

Le PHA-Cly-L-Pro-L-Ala-Gly-L-Pro-AEC presente les caractgristiques 
correspondant au groupe PHA, aux liaisons peptidiques et au groupe AEC, comae 
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indique & l f exemple 1* 
EXEMPLE 6 : Pr dr gue 

Le PHA-L- A 1 a -L-Al a -L-P r o-L- Va 1 prepare c nine decrit dans 
l'exemple 2 est couplg a la daunorubicine dans les memes conditions que 
pour l'AEC. 

Le derive PHA-L-Ala-L-Ala-l 1 -Pro- : L-Val-daunorubicine presente les 
caractgristiques correspondant au groupement PHA, aux liaisons peptidiques et 
a l'aglycone de la daunorubicine determinees par spectroscopic infrarouge, 
absorptiomfitrie et f luorimetrie. 

De maniire analogue, on prepare le derive* 
PHA-L-Ala-L-Ala-L~Pro-L-Val-L-Leu-Daunorub icine , utilisable comme 
prodrogue. 

EXEMPLE 7 : Prodrogues 

De facon analogue, les derives 

PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pr o-L-Val-adr iamy ci ne e t 

PHA~JL-Ala-L-Ala-L-P r o-L-Va l-L~Leu--ad r i amy cin e sont prepares cotmne le derive* de 
la daunorubicine decrit dans l'exemple 6, 
EXEMPLE 8 : 

De facon analogue, on prepare les composes : 
PHA-L-Phe-L-Pro-L-Arg-Adriaraycine 
PHA-L-Phe-L--P r o-L-Ar g-D aun o rub icine 
PHA-^-PhS-L-Pro-L-Arg-L-Leu-Adriamycin e 

PHA-L-Phe-L-P r o-L-Ar g-L-Leu-D aun o rub i c ine , qui sont utilisables comme 

prodrogues* 

EXEMPLE 9 : 

De facon analogue, on prepare le compose* : 
PHA-L-Val-L-Leu^ly-L-Arg-Primaquine qui est utilisable comme prodrogue • 
EXEMPLES D ' APPLICATION 
A. Dosage de l'elastase 

a) Dosage cinetique 

Le peptide PHA-L-Ala-^la-L-Pro-L-Ala-AEC est dissous dans un 
tampon Tris-HCl 0.05M, pH 8,8, afin d'obtenir une densite optique a 340nm 
de 0.1 pour 1cm de trajet optique <4.3xl0~ 5 *p . La solution ainsi obtenue 
est portee a 37°C et l f on ajoute 10 microlitres d'une solution d'elastase 
(1,0 3 100 microgrammes/ml) 5 1ml de la solution de peptide dans une cuvette 
de fluorimgtrie. La cuvette est introduite immediatement dans le . 
spectrofluoriraStre dont le compartiment Schantillon est therraostate a 37°C. La 
longueur d'onde d f excitation est 352nm, la longueur d'onde d'emission est 
A60nm. On enregistre le signal "emission" pendant 3min. L'activite de I'enzymc 
est dSterminee par la pente de la courbe obtenue. Les valeurs de la pence 
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correspondant a lOng. 50ng, lOOng, 200ng, 500n 8 et I microgramme d'elastase 
s nt reportees sur un graphique. Dans ces c ndlti ns. l'intensite de 
fluorescence mesuree est proportionnelle a la quantite d'enzyme ajoutee au 
milieu reactionnel. 

b) Dosage classioue 

I* peptide PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Ala-AEC est dissous dans un 
tampon Tris-HCl 0.05, P H 8.8 afin d'obtenir «„e densitfi optique 3 340nm 
de 0.1 pour un trajet optique de 1cm. Cette solution est repartie dans 
des tubes a hemolyse silicones (1ml par tube). Dans chaque tube, on 
ajoute 10 microlitres d'une solution d'elastase dans un tampon Tris-HCl 
PH 8.8 contenant 0/0.5/l/2/5/10ng d'elastase. Les tubes sont maintenus i 
37-C pendant 30min. La reaction est arritee par addition de 0,3ml de 
M-dimethylformaaide contenant du chlorure de benzamidiniua (40mH). 
L'intensite de fluorescence est mesuree 3 460nm; la longueur d'onde 
d'excitation est 352nm. Les intensites obtenues corrigees de l'intensite 
du blanc, sont portees sur un graphique en fonction de la concentration 
d'elastase. Dans ces conditions, l'intensite de fluorescence corrigee est 
proportionnelle a la concentration en Slastase. Ainsi, il est possible de 
mettre en evidence des concentrations aussi faibles qu'un nanogramoe 
d'elastase par ml, soit une concentration 40 picomolaire ou encore 
1,2x10 U/ml. 

c) Constante de Hlchaelis 

La constante de Michaelis correspondant au peptide 
PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Ala-AEC est determinee par la mesure de 
I'activite de l'Slastase (lOng/ml) mi'se en presence du peptide 3 des 
concentrations comprises entre 4,2xl0~ 4 M et 4,3xl0 -5 M. Les intensites de 
fluorescence obtenues apres 30min 3 37"C sont utilisSes ponr tracer un 
diagramme de Lineweaver-Burck. La droite obtenue permet de determiner la 
constante de Michaelis qui est egale 3 0,3mH. 

B - Dosage d'une protSa se du Plasmodium falcip arum 

Le principe de ce dosage est donne ci-apres : 

Des erythrocytes infestes par le parasite sont lyses par un 
agent tensio-actif . A ce lysat, on ajoute le derive PHA-peptidyl-AEC et la 
solution est Incubee 3 37"C pendant 45 minutes. Ensuite, 1'AEC libere par une 
protease du parasite est extrait par 1'acetate d'ethyle, et le dosage de 1'AEC 
Ixbere est effectue par spectrof luorinetrie (M. Monsigny et al. The ENBO J 
I, 303-306 (1982)). 

En utilisant cette methode avec divers peptides, il a Ste 
trouve que le peptide present dans le derive PHA-L-Val-L-Leu-Cly-L-Arg-AEC 
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etait le substrat peptidique le plus facilement hydrolyse par les proteases du 
parasite. 

Dans ces experiences* 1' agent tensio-actif Stait le 
gluconoylaminododecane. 

t 

C. Proprietes des prodrogues 

A titre d'exemple, le peptide 

PHA-^-Ala-1^ Ala-L-P r o-L-Val--L-Leu--Ad riamycine est soluble dans l'eau. II 
est hydrolyse' par l'Slastase leucocytaire ou les proteases d'origine 
tumorale en liberant la drogue active : L-Leu-Adriamy cine . La prodrogue 
ne penStre pas dans les cellules normales (lymphocyte) ou tumorales 
(cellules leucemiques L1210, ou cellules du carcinome pulmonaire de Lewis 
"LLC"). Au contraire, la drogue active L-Leu-Adri amy cine liberee 
par 1* action des proteases, p£netre dans les cellules tumorales et provoque la 
mort de ces cellules. 

Le peptide PHA-L-Phg-L-Pro-L-Arg-L-Leu-Adriamycine est soluble 
dans l'eau. II est hydrolyse par la trypsine et par la plasmine en 
libSrant la drogue active L-Leu-Adriaraycine. Cette prodrogue se comport e 
vis a vis des cellules tumorales comme la prodrogue decrite ci-dessus. 
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REVENDICATIONS 

1. Derives acyles hydros lubles de peptides, d'amino-acides, ou de 
derives de peptides ou d f ami no-ac ides a groupement C-terminal modifie, 
caracterises par le fait que leur groupement N-terminal est acylg par un 
groupement polyhydroxyalcanoyle. 

2. Derives selon la revendication 1, caracterises par le fait, que 
ledit groupement polyhydroxyalcanoyle possede 3 a 10 atomes de carbone et au 
moins deux groupements hydroxyles. 

3. Derives selon l f une quelconque des revendicatlons precedentes 
caracterises par le fait que leur groupement C-terminal porte un substituant 
-X capable de conferer auxdits peptides ou amino-addes une coloration, une 
fluorescence ou une activite pharmacologique. 

4. Derives acyles selon l'une quelconque des revendicatlons 
P .T5 c6denteS * caract6r ises par le fait que le groupement polyhydroxyalcanoyle 
est choi si dans le groupe constitufi par les groupements dihydroxypropionyle, 
ervthronoyle, thrSonoyle, ribonoyle, arabinoyle, xylonoyle, lyxonoyle, 
gluconoyle, galactdnoyle, mannouoyle, glycoheptonoyle et glycooctonoyle. 

5. Derives acyles selon l v une quelconque des revendicatlons 
precedentes caracterises par le fait qu'ils repondent 3 la formule gSnerale T 

R x - (CH0H) m -C0-(NH-CH-CO) n -X (I) 

dans laquelle ^ represente -H ou -CH^, et m est un nombre entier pouvant 
verier de 2 I 7, R est une chaxne laterale d f amino-acides, n est tin nombre 
entier pouvant varier de U lO et X est un substituant capable de conferer 
aux derives de formule I une coloration, une fluorescence ou une activite" 
pharmacologique, €tant entendu que lorsque n est super ieur £ 1, les 
substituants R peuvent e*tre different* dans un compose de formule I. 

6. Derives acyles selon la revendication 5, caracterises par le fait 
que R represente la chalne latSrale d'amino-acides choisis parml les suivants 
serine, threonine, asparagine, proline, glutamlne, glycine, alanine, valine, 
cysteine ou un de ses derives S-substitues, methionine, leucine, lsoleucine, 
phenylalanine, p-nitrophenylalanine, tyrosine ou un de ses derives 
O-substitues, lysine, ornithine, arginine, tryptophane, acide aspartique, 
acide glutamique, gamma-ester d f alkyle ou d'aryle de l'acide aspartique, et 
delta-ester d T alkyle ou d'aryle del* acide glutamique. 

7. Derives acyles selon l'une quelconque des revendicatlons 3 3 6, 
caracterises par le fait que X represente un groupement — NH— derivant d'une 
amine aroma tique R 2 ~NH 2 , un groupement -NH— R^ derivant d'une drogue aminee 
R 3~ HH 2* ou bien x represente un groupement actif capable de conferer une 
activite pharmacologique audit peptide ou amino-acide. 
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8. Derives acyles selon la revendicati n 7, caracterises par le fait 
que ladite amine aromatique est choisie dans le gr upe constitue par la 
p-nitroaniline, I'alpha-naphtylamine, la beta-naphtylamine, la 

4-me thoxy-beta-naphtylamine , 1 1 amino-7-raethy 1-4-coumarine , 
1 ' amino-7-trif luoromSthyl-4-coumarine , 

1 amino-7-nitro-4-oxa-2-benzodiazole-l,3 et l^mino-a-Sthyl-S-carbazole. 

9. Derives acyles selon la revendication 7, caract€ris£s par le fait 
que ladite drogue aminee R 3 -NH 2 est choisie dans le groupe constitue par la 
daunorubicine, la puromycine, I'adriamycine, la primaquine et la chloroquine. 

10. D6rives acyles selon la revendication 7, caracterises par le fait 
que ledit groupement X 3 est un groupement -H, -OH, -CH 2 C1, -0-aikyie, -O-Ar 
(Ar Stant un groupement aryle eventuellement substitue), 

—OH J, — N J, -O-Alk-Hg-Cl, 

ou -NH-Alk-Hg-Cl, Alk Stant un groupement alkylene. 

11. Derives selon I'une quelconque des revendications 7 & 10, 
caracterises par le fait qu'ils sont choisis parmi les composes suivantsj 

- PHA-L-Phe-X 

- PHA-L-Tyr-X 

- PHAHL-Ala-L-Ala-L--Phe-.X 

- PHA-Gly-Gly-L-Pro-L-Phe-X 

- PHA-L-Arg-X 

- PHA-L-Lys-X 

* - PHA-L-Phe-L-Val-L-Arg-X 

- PHA-L-Pro-L-Phe-L-Arg-X 

- PHA-1-Phe-I.-Ser-.L-Arg-X 

- PHA-L-Va 1-L-Leu-Gly-L-Ar g-X 

- PHA-L-Phe-L-Val-L-Arg-X 

- PHA-Gly-jL-Pro-L-Arg-X 

- PHA-L-Ala-L-Ala-L-Lys-X 

- PHA-L-Val-L-Leu-L-Lys-X 

- PHA-L-I le-L-Phe-L-Ly s-X 

- PHA-L-Phe-L- Ala-L-Ly s-X 

- PHA-L-Phe-L-Va 1-L-Ar g-X m 

- PHA-L-Ala-L-Ala-L-Ala-X 

- PHA-t-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Val-X 

- PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Ala-X 

- PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Phe-X 

- PHiV-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Met-X 
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- PHA-L-Phe-L-Val-L-Arg-X 

- PHA-L-Arg-Gly-h-Phe-L-Pro-X 

- PHA-L-Arg-J>Phe-L-Pro-X 

- PHA-L-Ala-L-Arg-L-Arg-X 

- PHA~L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Met-X 

- PHA-L-Phe-L-Leu-L-Phe-X 

- PRA-L-Arg-X 

- PHA-Gly-Gly-L-Leu-X 

- PHA-Gly-L-Pro-L-Ala-Gly-L-Pro-X 

- PHA-L-Pro-r.-Ala-Gly^L-Pro^X 

- PHA-G ly-Gly-L-Ar g-X 

- PHA-L-Pro-L-Phe-L-Arg-X 

- PHA-L-Phe-Gly-Gly-L-Arg-X 

- PHA-L-Pro-L-Phe^L-Arg-X 

- PHA-L-I le^ly-Gly-L- Arg-X 

- PHA^L-Val-L-Leu~Gly--L-Arg-X , 

dans lesquelles PHA symbolise ledit groupement polyhydroxyalcanoyle et X est 
defini comme dans I'une quelconque des revendications 3, 5 et 7 a 10- 

12. Derives acyles selon la revendication 9, caracterises par le fait 
qu f ils sont cboisis parmi les derives suivants : 

- PHA-^-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Ala-Dannorubicine 

- PHA-L-Ala-L-Ala-I^-Pro^ 

- PHA-I^-Ala-JL-Ala-L-Pro-L-Ala-AdriaTnycine 

- PHA-L~Ala-L-Ala-JL-Pro--L--AJ a-L-Leu-Adri amy cine 

- PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Val-Daunorubicine 

- PHA-L-Ala-^Ala~L-Pro-L-Val-L-Leu-Daunorubicine 

- PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L^^^ 

- PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pr^ 

- PHA-L-Phg-L-Val-L-Arg-Daunorubicine 

- PHAHL— Phe--L--Va l-I--Arg-L--Leu-Dauno rub icine 

- PHA-L-Phe-L-Va Arg-Adriamy cine 

" PHA-L-Phe-L-Val-L-Arg-L-Leu-Adriamycine 

- PHA-L-Phe-I.-Ala-I>Ly s-Dauno rub icine 

- PHA-L-Phe-^-Ala-JL-Ly s~L-Leu~Daunorub 1 cine 

- PHA-I^-Phe-I^Ala-L-Lys-Adriamycine 

- PHA-L-Phe-L-Ala-JL-Lys-L-Leu-Adriaraycine 

- PHA-Gly-Gly-L-Arg-Daunorubicine 

- PHAKJly-Gly- : L-Arg--L-Leu-Daunorubicine 

- PHA-Gly-Gly-L-Arg-Adriamycine 

- PHA-Gly«Gly-j 1 -Arg-K-Leu-Adrianiycine 
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- PHA-L-Pro-l.-Phe-L-Arg-Daunorubicino 

- PHA-^-Pro-^PheHL-Arg-L-Leu-Daunorubicine 

- PHA-L-Pr -L-Phe-L-Arg-Adriamycine 

- PHA-jL-Pro-L-Phe~L~Arg-L-Leu-Adriaraycine 

- PHA-L-Val-L-Leu-Gly-L-Arg-Priinaquine 

- PHA-L-Val-L-Leu-Gly-I.-Arg-Chloroquine 

13. Precede de preparation des derives acyles selon I'une quelconque 
des revendications precSdentes caractSrisS par le fait que l^n soumet un 
acide amine ou un peptide, ou un de leurs derive" s a groupement C-terrainal 
modifig, I une reaction d'acylation du groupement N-terminal par un agent 
d'acylation derive d'un acide polyhydroxyalcanolque. 

14. ProcSdg selon la revendication 13, caractSrise par le fait que 
l'on utilise comme produit de depart un derive" d'amino-acide ou un peptide de 
fonnule H - (NH-CH-CO) - X H 

k n 

dans laquelle n, R et X sont definis comme dans l'une quelconque des 

revendications 3, 5 et 7 a 10, que l f on fait reagir le compost de formule II 

avec un derive" actif d f un acide polyhydroxyalcanolque de formule : 

R.-(CHOH) -COOH III 
l m 

dans laquelle : 

R^ et m sont definis comme precedemment, 

pour obtenir un compose de formule : 

R. - (CHOH) -CO- (NH-CH-CO) -X . IV 
* m | n 

R 

que l'on transforme, si desire, en tout autre dSrivS de formule I selon les 
mSthodes connues. 

15. ProcSde" selon la revendication 14, caracterisS par le fait que 
ledit deriv€ actif est la lactone ou un ester de N-hydroxysuccinimide du dit 
acide polyhydroxyalcanolque. 

16. Utilisation, comme derives hydrosolubles de composes choisis 
parmi les peptides, les acides-aminSs & groupement C-terminal modifie et les 
peptides & groupement C-terminal modifig, de derives (N-terminal )-acyl§s de 
ces composes, le groupement N-terminal desdits composes etant acyle par un 
groupement polyhydroxyalcanolque . 

17. Utilisation selon la revendication 16, caracterisee par le fait 
que ledit derivS hydrosoluble est tel que defini dans l'une quelconque des 
revendications 2 I 12. 

18. Utilisation selon la revendication 16 des composes de formule I 
pour lesquels X » NH-R^, R^ representant le reste d'une drogue aminSe ou bien 
X rcpruscnte un groupement X 3 choisi parmi -H, -OH, -CH CI, -O- alkyle, -O-Ar 
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(Ar etant un gr upement aryle eventuellement substltuo), 

/ N / N 
-Cll j , -N | , -O-Alk-Hg-Cl, 

ou -NH-Alk-Hg-Cl (Alk etant un grcupement alkylene) , cocrae medicaments 
hydrosolubles . 

19. Composition phartnaceutique 9 caracterisee par le fait qu'elle 
renferme comme ingredient actif au moins un medicament hydrosoluble tel que 
defini dans la revendication 18* 
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the intensity of the measured fluorescence was proportional to the 
quant, of enzyme in the solution 
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AB The invention concerns conjugates of cytostatic agents and N- 
thiocarbonyl -modified amino acids and peptides, e.g. (I) . The 
invention further concerns processes for their preparation and 
their use as medicaments, in particular in connection with 
cancers. Thus, I was synthesized from N-benzyloxy-carbonyl-D- 
alanine, batracylin, and N- ( t - bu t oxy -car bony 1 ) -L- serine, in 98% 
yield. In in-vitro tests with colon cancers SW 480 and HT 29, I 
had IC50 of 2 5 and 40 /{JM, resp . 



